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研究成果の概要（和文）：現状では達成不可能な PCR 不要、超簡便、超高感度メチル化 DNA
検出方法の開発に成功した。具体的にはマイクロ・ナノデバイスにより単一 DNA 伸長方法を

開発し、メチル化領域の高感度検出のために量子ドット-メチル化認識タンパク複合体の合成に

成功した。これらを併用した手法の開発により現状では達成不可能な、PCR 不要、簡便、超高

感度かつ、メチル化部位の位置特定まで可能とする手法の開発に成功した。 
 
研究成果の概要（英文）：We successfully developed novel DNA methylation analysis method.  
Our method elongates single DNA by flow or nanospace in the microfluidic device and detect 
methylation site with methylation point specific quantum-dots.  Therefore, we need no 
troublesome procedures like PCR and can identify the location of methylation site as well as can 
detect methylation in single molecule level, which cannot attain by current methylation analysis 
method.  These advantages would permit our method to be applied for medical diagnosis.     
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１．研究開始当初の背景 
がんをはじめとした生活習慣病の診断に

は、従来、1 塩基多型 (SNPs)など先天的なゲ
ノム変化の検出に精力が注がれてきた。しか
し、生活習慣病リスクの高い成人・高齢者に
おいては、環境因子・生活習慣などによる後
天的なゲノム変化であるエピジェネティク
スを解析することが特に重要であることが
最近明らかにされてきている。このように、
エピジェネティクス解析の重要性は認識さ
れているにも関わらず、その解析手法は煩雑
な行程と多大な時間を必要するために、簡便、

高速、高感度、精確なエピジェネティクス解
析手法の開発が期待されている。 
 
２．研究の目的 
 現状のエピジェネティクス解析、特にメチ
ル化解析の問題点は、PCR をはじめとする煩
雑な操作が必要であること、bisulfite 処理の
ように試料の損傷を招くこと、感度不足のた
めに濃縮・増幅が必要なことである。そこで、
単一 DNA の可視化方法、単一 DNA の伸長
方法、単一 DNA のメチル化検出、メチル化
部位特定方法を新規のマイクロ流体デバイ

機関番号：13901 

研究種目：基盤研究(A) 

研究期間：2008～2011 

課題番号：20241032 

研究課題名（和文） 

エピジェネティクス解析のための１分子ゲノムＤＮＡメチル化検出デバイスの開発 

研究課題名（英文） 

Development of single genome DNA methylation detection device for epigenetics analysis 

研究代表者 

馬場 嘉信（BABA YOSHINOBU） 

名古屋大学・工学研究科・教授 

 研究者番号：30183916 

 
 



ス、新規の蛍光試薬、光学機器の開発により
達成し、現状のメチル化検出・解析方法の問
題点を解決し、さらに高性能化を目指すもの
である。 
 
３．研究の方法 
我々が考案した特徴は図 1に示す通りであ

り、概要は以下および図 2の通りである 

 
(1)一分子 DNA の伸長方法の研究 
濃縮・増幅の操作を不要とし、簡便化するに
は、単一分子の検出により達成可能である。
また、メチル化の部位特定には DNA の伸長
化が重要である。そこで、我々は、ナノ・マ
イクロ流体デバイスによる流体あるいはナ
ノ空間を利用し、単一 DNA 分子の伸長・可
視化を可能とする方法の開発を実施した。 
 
(2) メチル化部位の高感度検出試薬の開発 
メチル化部位の特定・検出には、メチル化部
位に特異的に結合する蛍光試薬が必須であ
る。我々は蛍光試薬として、光退色しにくく、
高輝度、サイズにより蛍光波長可変という特
性を有する量子ドット(QD)に着目し、これを
検出試薬に利用した。この量子ドットにメチ
ル化部位認識能を付与するためにメチル化
DNA 結合タンパク(MBD)を量子ドットに結
合させた QD-MBD を作製し、メチル化部位
の高感度検出を実施した。また、この
QD-MBD による蛍光検出の精度向上のため
に、蛍光フィルターの設定等の光学検出の改
良を実施した。 
 
 
 
 
 
 

 
４．研究成果 
(1)一分子 DNA の伸長方法の開発 
マイクロ流体デバイス、DNA の末端修飾法、 

マイクロ流体デバイスの表面改質方法の開
発により、DNA の末端のみをデバイス表面に
固定化することに成功するとともに、流体存
在下、DNA の伸長・凝縮に成功した。また、
その過程の一分子蛍光観察を実施し、DNA の
伸長・凝縮の過程をリアルタイムで観察する
ことに成功した（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また、マイクロ流体デバイス中にナノ流路を
作製し、その中に DNA を導入することによ
り、一分子 DNA の伸長・検出に成功した。(図
4) 
 
 
 
 
 

 

図 1. 考案したメチル化検出方法の利点 

 

図 2. メチル化検出方法 

 
図 3. DNA 一分子の凝縮過程のリアルタイ
ム観察 



 
一方で、マイクロ流体デバイスを利用しない
一分子DNA伸長・可視化も並行して検討し、
molecular combing 法により、一分子 DNA の
伸長・可視化に成功した。(図 5) 

 
(2)メチル化部位の高感度試薬の開発 
1 分子 DNA のメチル化部位の高感度検出の
ためにメチル化 DNA 結合タンパク質固定化
量子ドットの作製を実施した。その作製およ
び精製の確認のために、ゲル電気泳動法およ
びゼータ電位測定装置を利用した。その結果、

電気泳動移動度（移動距離）の変化およびゼ
ータ電位の変化より、メチル化 DNA 結合タ
ンパク質の量子ドットへの固定化が示唆さ
れる結果を得た。さらに確証を得るためにメ
チル化 DNA 結合タンパク質を蛍光ラベリン
グし、電気泳動した結果から、メチル化 DNA
結合タンパク質が量子ドットに固定化され
たことを実証した。さらに、磁気ビーズを用
いた結果から、メチル化 DNA 結合タンパク
質固定化量子ドットのみを分取可能である
ことを証明した(図 6)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) マイクロ流体デバイスとメチル化認識量
子ドットの併用による新規メチル化検出方
法 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
これまでに開発した技術を用いて、一分子メ
チル化 DNA の検出・解析を試みた。我々の
方法は、未処理のλDNA およびメチル化され
たλDNA の切断を伴うことなく伸長可能な
ために(図 7)、現状の bisulfite 法を利用した
手法と比較し、メチル化マッピングに使用可
能であることを明らかとした。 
 さらに、メチル化λDNA の伸長下、メチル
化 DNA 結合タンパク固定化量子ドットを用
いて、一分子メチル化DNAの検出を試みた。
その結果、図 8に示すように、メチル化λDNA
には 5 個のメチル化サイトがあるが、それを
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図 7. λDNA およびメチル化λDNA の

全長測定結果 

 

 
図 5. molecular combing 法による一分子
DNA の伸長・可視化 

 
図 6. メチル化部位認識量子ドットの作製
および精製の確認 

 

図 4 ナノ流路による一分子 DNA の伸長・

可視化 



正確に認識し、検出することに成功した。 
 また、この輝点が同一のメチル化 DNA 由
来のものであることを確かめるために、光学
系の調整を行った。その結果、YOYO-1 染色
された同一メチル化λDNA 上に量子ドット
の輝点が観測された(図 9)。さらに、輝点間
の距離は、予測されるメチル化間の距離と合
致した(表 1)。以上の結果より、我々の手法
は PCR などの煩雑な操作を不要とし、一分子
レベルという超高感度にしかも正確にメチ
ル化の検出・解析を可能とした。さらに、我々
の手法は試料 DNA の断片化を生じないため
に、メチル化のマッピングも可能であるとい
う現状にはない超高性能なメチル化検出・解
析方法であることを実証した。 

 

このように、我々の開発した手法は、現状の
メチル化検出・解析法と比較し、優位である
ことは明らかであるが、メチル化検出には全
反射蛍光顕微鏡という特殊な顕微鏡を必要
としている。また、DNA は解析前に末端固定
化のための前処理が必要である。そこで、今
後は診療所でもその場解析可能とするため
に、我々が DNA の伸長方法で検討した、ナ
ノ流路を利用した方法あるいは molecular 

combing を利用した手法をキット化し、簡便
に DNA の伸長を可能とするとともに、検出
系に関しても、一分子観察を可能とする蛍光
試薬・検出法の検討を実施していく予定であ
る。 
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よび輝点解析 
 

 
図 9. 同一メチル化λDNA よりの蛍光検出
の確認 

表 1. メチル化ポイント間の理論および
実測距離 
 Relative distance

(calculated value)
0.45 0.16 0.18 0.2

Relative distance
(measured value)

0.50 0.19 0.15 0.15
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